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我々は BH3 プロファイリングを使用し，Treg の内因性経路に対する感受性を制御するメ
カニズムを検討した． 
 
 研究方法   
細胞と細胞の培養 
健常人ドナーの末梢血単核球細胞（PBMCs）を密度勾配遠心法で取り出し凍結した．細
胞は IL-2（0.001 - 10000 IU/ml）存在下に，DMEM （含有：10% FBS，L-グルタミン，
100 IU/ml ペニシリン，100ug/mL ストレプトマイシン）を用いて培養した． 
Foxp3 のフローサイトメトリー 
PBMCsは抗CD3 APC抗体，抗CD4 BV570抗体，抗CD25 PE-Cy7抗体，抗CD127 BV650
抗体を添加してインキュベートした．通常型 T 細胞 (Tcons)を CD3+ CD4+ 
CD25neg-lowCD127med-hi，Tregs を CD3+ CD4+CD25med-hiCD127low と定義した．
細胞内の Foxp3 を検出するために，表面染色された PBMC は固定・透過処理バッファー
で沈殿させ，それから抗 Foxp3 FITC 抗体あるいはアイソタイプ IgG-FITC を添加して
4℃で 30 分間インキュベートした．インキュベーションと洗浄後に，染色された細胞は，
FlowJo 7.6.1 を用いて BD LSRFortessa で解析した. 
細胞ソーティングと Treg 抑制アッセイ 
全血は T 細胞を濃縮する Rosettesep で 20 分間インキュベートした．精製した T 細胞は密
度勾配遠心法によって抽出した．精製した T 細胞に抗 CD4 Pacific blue 抗体，抗 CD25 
PE-Cy7 抗体，抗 CD127 APC-eFluor 780 抗体を添加し室温で 20 分間インキュベートし
た．インキュベーション後に細胞を洗浄し，ソーティングによって Tcon と Treg に分離し
た．2x104 Tcon は Treg と 1:1, 1:0.5, 1:0.25 の割合でともに培養した．Tcon のみと Tcon
と Treg を混合し培養したものをコントロールとして使用した．細胞は CD154 APC 存在
下に Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 を用いて７時間活性化し，Kit 試薬（抗
CD4 FITC, 抗 CD25 PE, 抗 CD3 PerCP-Cy5.5, 抗 CD69 PE-Cy7）で表面を染色した．
CD154 APC と CD69 PE-Cy7 の発現は BD LSRFortessa を用いて測定し，FACS Diva ソ
フトで解析した．  
Tetramethylrhodamine, Ethyl Ester, Perchlorate (TMRE) FACS による BH3 プロファ
イリング 
PBMC あるいはソーティングした細胞を暗室で 4℃20 分間，抗 CD4 Pacific blue 抗体, 抗
CD25 PE-Cy7 抗体, 抗 CD127 APC eFluor780 抗体で染色した．インキュベーション後，
2.4 x 106 細胞を 2% FBS/PBS で洗浄し，T-EB Buffer (pH 7.4 の蒸留水に 300 mM トレ
ハロース, 10 mM HEPES, 80 mM 塩化カリウム, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.1% BSA, 
5 mM コハク酸を添加)で沈殿させた．細胞の混濁液 50 µl に 0.002%ジキトニン，10 ug/ml
オリゴマイシン，0.03 - 10 uM BH3 ペプチド (BIM 10 uM, BIM 0.03 uM, BID-Y 10 uM, 
BAD 10 uM, NOXA 10 uM, BAD 5 uM + NOXA 5 uM, PUMA 10 uM, BMF 10uM, HRK 
10 yM) を含んだ T-EB Buffer 50 µl を室温で 30 分間添加した．インキュベーション後に
22.5 uM TMRE のうち 12.5 µl を加え 30 分間インキュベーションした．インキュベート
後に，染色した細胞はそれぞれの T 細胞サブセット（Tcon と Treg）毎に FACS Diva ソ
フトを用いて BD LSRFortessa で解析した．ミトコンドリアの脱分極％は，FCCP で処理
した細胞の PE チャネル濃度を 100%，DMSO で処理したものを 0%として，全体の TMRE
濃度中央値を用いて計算した．それぞれのペプチドに対する脱分極％の計算には，% ペプ
チドによる脱分極= 100 x [(DMSOの中央値PE) − (ペプチドの中央値 PE)] / [(DMSOの中
央値 PE)−(FCCP の中央値 PE)]という式を使用した． 
BCL2, BCLXL , MCL1 のフローサイトメトリー解析 
細胞内の BCL2 を検出するために，PBMCs あるいはソーティングした細胞を抗 CD4 
Pacific blue 抗体, 抗 CD25 PE-Cy7 抗体, 抗 CD127 APC eFluor780 抗体を添加しインキ
ュベートした． BCL2 を染色するために，細胞は PBS で 2 度洗浄し，
Fixation/Permeabilization solution 100 µl で沈殿させ，4℃で 20 分間インキュベートし
た．固定後に洗浄し，抗 BCL2 PE 抗体あるいはアイソタイプ IgG-PE を添加し 4℃で 30
分間インキュベートした．インキュベーションと洗浄後に，染色した細胞は FACS Diva ソ
フトを用い FACSCanto II で解析した．それぞれのサブセットの BCL2 発現は BCL2–PE 
の MFI をアイソタイプ IgG の MFI で割ることで計算した．細胞内 BCLXL，MCL1 を検
出するために，PBMCあるいはソーティングした細胞は抗CD3 APC抗体, 抗CD4 BV570
抗体, 抗CD8 BV421抗体, 抗CD25 PE-Cy7抗体, 抗CD127 BV650抗体を添加しインキ
ュベーションした．BCLXL と MCL1 を染色するために，細胞を２度 PBS で洗浄し，
Fixation/Permeabilization solution 100µl で沈殿させ 4℃で 20 分間インキュベートした．
固定後に，細胞を洗浄しウサギ抗 BCLXL Alexa Fluor 488 抗体，ウサギ IgG アイソタイ
プ Control Alexa Fluor 488，非抱合型ウサギ抗 MCL1 抗体を添加し 4℃で 30 分間インキ
ュベートした．それぞれの非抱合型抗体で染色された細胞は，続けて抗ウサギ IgG Fab2 
Alexa Fluor 488 抗体で染色した．インキュベーションと洗浄後に，染色した細胞は FACS 
Diva ソフトを用いて BD LSRFortessa で解析した．それぞれのサブセットの BCLXL と
MCL1 発現は MFI をアイソタイプ IgG の MFI 中央値で割って計算した． 
スタウロスポリン (STS) 誘導アポトーシスアッセイ 
T 細胞サブセットを 96 ウェル丸底プレートで，1 well に PBMC あるいはソーティング
した細胞を 1×105の濃度で入れ，0.5 uM STS あるいはメディウムのみを加えて分離培養
した．アポトーシスの誘導は STS 添加６時間後に測定した．細胞死は annexin V/7-AAD
共染色と側方散乱光に対する前方散乱光のプロファイルによって評価した．STS による細
胞死は，(実験での細胞死のパーセンテージ – 自然な細胞死のパーセンテージ)/(100% –
自然な細胞死のパーセンテージ) × 100 で計算した． 
結果 
Treg フェノタイプと免疫制御機能 
CD4+CD25med-hiCD127low Treg と CD4+CD25lowCD127hi Tcon をソーティングし，
細胞内 Foxp3 発現はフローサイトメトリーによって調べた．Treg のみで Foxp3 発現は高
値を示した．Tcon の活性化マーカーである CD154 と CD69 の発現を BD FastImmune™ 
kit で測定した．Treg 存在下におけるこれらのマーカー発現の低下は Treg に抑制能力が
あることを示している．Tcon の活性化は Treg と共培養することによって阻害され， Treg
が抑制機能を維持することがわかった． 
Tcon と Treg におけるアポトーシス経路 
Treg と Tcon の内因性経路によるアポトーシスを比較するのに BH3 プロファイリングを
使用した．Treg は PUMA , BMF ペプチドを添加された時，Tcon よりも多くプライミン
グした．また抗アポトーシス蛋白（MCL1, BCL2, BCLXL）の発現をフローサイトメトリ
ーで Tcon と Treg において直接測定した．Tcon と比較すると，Treg で BCL2 の発現が低
かった．Treg の STS 誘導内因性アポトーシスは Tcon より有意に多かった．しかし，Noxa
と HRK の BH3 プロファイリングでは有意差はなく，また MCL1 と BCLXL の発現も有
意差はなかった．これらの結果から Treg は Tcon より多くプライミングし，このアポトー
シス経路は主に BCL2 に依存することが分かった． 
異なった IL-2 濃度での T 細胞サブセットのアポトーシス経路 
Tcon と Treg における IL-2 の役割を調べるために，３つの異なった IL-2 濃度（10, 100, 
1000 IU/ml）を使用した．基本的に IL-2 は Treg と Tcon 両方で BH3 プライミングを減
少させた．Tcon では，低用量 IL-2（10IU/ml）でメディウムのみと比べわずかにプライミ
ングが減少した．一方で，高用量 IL-2（100, 1000 IU/ml）では低用量 IL-2 と比べ BH3
プライミングが減少した．Treg では，すべての濃度の IL-2 で BH3 プライミングが同レベ
ルで減少した．また BCL2 発現については，Tcon では，IL-2 は用量依存性に BCL2 発現
を増加させた．Treg では，低用量 IL-2（10 IU/ml）でも十分に BCL2 発現が増加した．
IL-2 は Tcon で用量依存性に抗アポトーシス効果があり，低用量 IL-2（10 IU/ml）は Treg
のアポトーシスを十分に減少させた． 
低用量 IL-2 (10 IU/ml)と BCL2 阻害剤投与時の BH3 プライミングとアポトーシス％ 
低用量 IL-2投与時のBCL2の効果を確認するために，選択的BCL2阻害剤であるABT-199
を BH3 プロファイリングとアポトーシスアッセイに使用した．Tcon と Treg の違いをみ
るために，低用量 IL-2 (10 IU/ml)のみを使用した．Tcon の BH3 プロファイリングでは，
低用量 IL-2 は十分に作用せず，BCL2 阻害剤と BCL2 阻害剤+IL-2 はメディウムのみと比
較して BH3 プライミングが高かった．Treg の BH3 プロファイリングでは，低用量 IL-2
は BH3 プライミングを減少させ，BCL2 阻害剤は BH3 プライミングを増加させた．さら
に，BCL2 阻害剤+IL-2 はメディウムのみと同レベルで BCL2 阻害剤のみより BH3 プラ
イミングを低下させた．Tcon では，BCL2 阻害剤はアポトーシス％を増加させ，低用量 IL-2
は BCL2 阻害剤の効果を減少させなかったが，Treg では低用量 IL-2 は BCL2 阻害剤の効
果を減少させた．Tcon では IL-2 は ABT-199 誘導プライミングあるいはアポトーシスに効
果は認めなかった。対照的に，Treg では IL2 は ABT-199 の効果に拮抗した． 
考察 
低用量 IL-2 は臨床の場で慢性 GVHD に対する治療や血管炎，I 型糖尿病など様々な疾患
の治療に応用されている．このメカニズムは Treg に発現している高親和性受容体の関与
が指摘されている．このため低用量 IL-2 を投与した場合，Treg を選択的に活性化するこ
とが出来ると報告されており，本研究でも容量依存的に Treg と Tcon の間で反応の差を認
めることが出来た．また我々は低用量 IL-2 により Treg が活性化する際の anti-apoptotic
な効果に着目した．このメカニズムの検討に BH3 プロファイリングを使用したことが新
しい試みである．BH3 プロファイリングは functional assay であり，生細胞における内因
性アポトーシスにおける生体内の反応を調べることが可能となる．本研究の結果，低用量
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本研究では、低用量 IL-2 が Treg の内因性アポトーシスを選択的に抑制し、その機序と
しては抗アポトーシス蛋白である BCL2 発現が関連していることを BH3 プロファイリン
グにより明らかにした。本研究は、低用量 IL-2 による慢性 GVHD 制御のメカニズムの一
因であることを示唆し、学位論文として十分に値するものであると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
